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Abstract 


Partially purified Japanese encephalitis (JE) virus extracted from infected mouse 
brains with Diflon 113, a fluorocarbon, seems to be more disrupted than that treated 
with protanin sulfate. However, the activities for hemagglutination CHA) and complement 
fixation (CF) antigens of JE virus extracted with Diflon 113 were more maintained than 
those extracted with aceton.ether. Furthermore, from Diflon extract antigens, HA and 
CF components were seperated successfully by density gradient centrifugation in CsCl 
solution containing 0.001M EDTA. 

The activities for only HA and CF were observed in fractions of p=1.310 — 
1.290 and p = 1.190 — 1.160, respectively. On the other hand, electron microscopic 
observations indicated that JE virus particles were about 40—45myz in diameter and 
composed of envelope and nucleocapsid. Using the block test, the relation of these 
components against neutralization antibody was examined. 

The block test is a examination procedure for remaining antibody in the neutralization 
system containing antiserum and virus specimen by counting plaque formation of seed 
virus supplemented. Less or no antibody was blocked with heated viruses at 50°C or 60°C 
for 10 minutes, respectively, and the antibody was blocked with the fraction of p= 
1.130— 1.290 but not with the fraction of っ =1.190 一 1.160. It was suggested that the block 
antigen will be heat-labile component, the envelope. 
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日 本 脳炎 ウイ ルス の 基礎 的 研究 は 多く の 人 々 に よっ 
て 行なわ れ , 特に 組織 培養 細胞 内 の 発育 過程 に つい て 
P な 観察 が な され て いる . しかし, 粒子 の 基本 構造 , 

に 構成 部 分 の 分 見 や 中 和 撤 原 に ee 
(て NN 粒子 の 基本 構成 を 明 か に する 


日 本 脳炎 ウイ ルス の 形態 学 の 研究 103 


nii 


と は 精製 過程 の 指標 の た めこ も 重要 で ある し , また 
Component vaccine Mx CHM ZY OR 
義 深 い 問題 が 含ま れ て いる 。 と の よう な 見 解 に 従っ て 
日 本 脳炎 ウイ ルス の 基本 構造 を 明確 に する た め 実 験 を 
試み , =, 三 の 知 見 を 得 た の で 以下 に 報告 する 。 


実験 材料 及び 実験 方 法 


ウイ ルス : 日 本 脳炎 ウイ ルス 中 由 株 は 国立 予防 衛生 

研究 所 ウイ ルス , リ ケ ッ チア 了 ア 部 か ら 分 鎧 され た 中 山 予 
WRC, 1965 年 以来 , 当 教 室 で 行っ た 貴 乳 マウ ス 脳 内 
接種 法 に よる 継 代 を 含め て 40 代 月 の も の で ある 。 

ウイ ルス 液 の 作成 : 感染 貴 孔 マウ ス 脳 の 2 て 4 GIT 
0. 01M Tris fo Hik PHS. 2) を 20 必 に な る よう に 
加え , 日 本 精機 製作 所 ユニ バー サル , ホモ ジ ナ イザ ー 
HA? 型 で 低速 で 乳化 し , これ に 等 量 の Trichloroflu- 
oroethane (Diflon 113) を 加え , 最高 回 転 で 3 分 
韻 揚 振 し た 。 こ と れ を 谷 凍 遠 心機 で 15009, 15 分 , 4 
TEWL, 水 層 を 5999, 15 分 間 遠 沈 し て = 
を ウイ ルス 液 と し た 。 と の 試料 は 約 5 eh POEL T 
ー79°C に 保存 し た 。 

稀釈 液 : ウイ ルス EOM S^ CO.522'|-i(ni 7 
ルプ ミン 加 Tris XE(E ft UK (pH7. 4) を 使用 し た 。 

抗 血清 の 作成 : Diflon 1134148 7 40v RPS mx 1 
週間 間隔 で 5 RROA L, 最終 注射 か ら 
1 週間 目 に 採 箇 し た 。 抗 血 清 は ー70?C に 保存 し , 使用 
に 際 し て 56?C, 39 分 間 加 熱 非 動 化 し た 。 

Plaque ik :PS j| ide トリ ブシ ン 消 化し , Dx, 

19 生 血清 加 Earl 液 に 洋 流 させ , 50mb また は 150m 
AQ Plaque WICH LK, COR? 日 目 に 単 層 培 養 
細胞 が 得 ら れる よう に 細胞 数 を 規制 し た 。 

Puck 液 で 単 層 細胞 を 洗 河 し , ウイ ルス 液 の 各 稀 釈 
液 0.2 密 を 接種 し 27?C 1 時 間 吸 着き さき せ た 後 , Puck 液 
CHOVEHRL ARE AV ARIRE, 次 の 組成 の 一 次 
重層 の 寒天 培地 4.5 巡 を 重 只 し 27?C で 35 日間 匿 養 し た 。 
次 いで 二 次 重 層 楽 天 培地 4.5 妨 を 更 ら に 重層 し 37 *C で 
培養 を 続け , TAL Plaque 数 を 算 え た 。 

一 次 重層 楽天 培地 の 組成 

2 倍 濃 度 の Eagles MEM 40. 0m 
2% Special Agar (Difco) 50. 0m£ 


仔牛 血清 10. Ome 
抗生 物質 スト レプ トマ イシ ン 1 

ペ ニ リ シン | 0.25 mt 
7 BER V — 3. Same 


二 次 重 層 寒 天 培地 の 組成 : 
一 炊 重層 寒天 培地 へ 1009 菩 稀有 中 

の 割合 に 加え た も の 
Plaque 減少 法 : 100PFU/0.2m の ウイ ルス 液 と 抗 
血清 の 各階 段 稀釈 液 と を 等 量 に 混合 し , 37°C, 1 時 間 
WE LAR, その 0.2 刀 を 単 層 の PS 細胞 へ 接種 し た . 
37°C, LEMAR, Plaque 法 に 従っ て 寒天 培地 を 
EEL, 生じ た Plaque 数 が 89 少 以上 減少 し た 場合 
E 

Block test : 始め に , ARBIRE E RO 
ウイ ルス 液 (抗原 ) UTIKO block (rg) を 
行っ た . 次 いで と の 混合 液 へ 更 ら に 一 定量 の ウイ ルス 
ik (seed virus) を 加え て , 余剰 の 抗体 の 有無 を seed 
virus に よっ て 生ずる Plaque 数 の 減少 の 有無 (中 和 
の 有無 ) に よっ て 推定 し た . 

Block test 法 に よる 抗 血清 の 抗体 価 測定 : SEE 
稀釈 血清 0.4m£cX x 104/0. 2n E 7clZy x 108/0.2m4 
PFU (x 及び y は 係数 ) の ウイ ルス 液 9.4 刀 を 加え 37°C 
LR Ute. 次 いで 余剰 の 抗体 の 有無 を 検査 する 
た め 上 記 の 混合 液 へ 1.2x 104/0. 2m PFU の ウイ ルス 
液 0.4 刀 を 追加 し , 37°C, 1 間 時 保っ た . とれ を 水冷 
b NN OE 

し 寒天 培地 を 重層 し て Plaque 法 を 行っ た . と の 際 , 
ud ON block され る と , 指示 
ウイ ルス の Plaque 数 は 上 既定 数 だ け 出 現す る の で , そ 
pe OR puEimoUu, また 1 
Wir pud ORR BEE Lee. 
ee | 分 に よる block 
test : 上 記 の 方 法 で 測定 し た 撤 体 価 の 2 単位 及び 4 単 
位 の 抗体 を 含む 稀釈 血清 を 使用 し て , 抗体 価 の 測定 の 
場合 と 同様 の 方 法 で block test を 行っ た 。 
密度 勾配 遠心 法 Sucrose また は Ficoll の 不 連 
続 密度 勾配 を 作成 し 最上 層 に ウイ ルス 液 を 重層 し 日 立 
SW-RP 49 型 の 水平 ロー ター を 用 い 日 立 55p 超 遠心 欄 
で 34090rpm ALM ea Lire. 

CsCl は 0,01 M Tris 緩衝 液 (pH8.0) に 溶解 し て 使 


VALI de 4 05 


104 ir 


用 し た が , また 0.001 M EDTA を 添加 し て も 使用 し た - 


CsCl の 不 連続 密度 勾配 を 作成 し , その 最上 飛 に 部 分 精 
製 ウ イル ス 液 0.5 刀 な いし 1.0 太 を 重層 し て 34000rpm 
約 16 時 間 , また は 59900rpm3 後 間 遠 沈 し た . セル 
ロー ズ , チュ ー ブ の 底部 を 容 東 し 10 滴 また は 5 滴 ずつ 
分 取 し 各 画 分 の 密 族 を 測定 し た . 各 画 分 は セロ ファ ン 
チュ ー ブ を 使用 し 0.00M Tris 緩衝 食塩 水 (pHS.0) 
に 対し て 4?C で 1 Mast Leh, 血球 凝集 反応 及び 補 
体 結合 反応 を 検査 し た . 余剰 の 画 分 は 一 70?C に 保存 
し た . また , 一 部 の 実験 で は 部 分 精製 ウイ ルス 液 の 代 
DIC p=1.450 及 び p= テ 1.209 の 密度 の CsCl 溶液 を 重 
層 し Diflon 113 処理 ウイ ルス 液 aM E EB ic Bia 
$9000rpm, 3 時 間 境 沈 し p= 1.310 よ り 軽 い 全 画 分 を 
集め 0.01M Tris 緩衝 食塩 水 (pH8.0) に 4?C で 1] 夜 
舌 析 し た も の を 使用 し た . 

血球 弟 集 反応 及び 補 体 結合 反応 
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T . 感 染 マ ウス 脳 乳剤 の Diflon 113 処理 に よる 日 本 
脳炎 ウイ ルス の 部 分 精製 

本 文 で は 特に 指定 し な い 限 り 日 本 脳炎 (日 脳 ) ウ イル 
ス と は 中 山 株 ウイ ルス を 意味 する . 感染 マウ ス 脳 か ら 
日 脳 ウ イル ス の 部 分 精製 試料 を 得る の に Diflon 113 
処理 は Aceton-Ether (AE) 或いは Sucrose -Aceton 
(SA) 抽出 法 よ り 操 作 が 筒 単 で も る うえ に 高い HA 
及び CF 抗原 性 を 保持 し , 感染 性 の 収量 も よい と と 
が 与那城 の 既報 (1970) で 指摘 され て いる . 従っ て 本 
実験 で は , 主として Diflon 113 処理 ウサ イル ス を 使用 
し た . Diflon 113 処理 ウイ ルス と AE 抽出 ウイ ルス 
LINE CIE Photo 1 に 示す よう な 像 が 共に み 
られ , 完全 粒子 の ほか に か な り 多 く の 破 壊 を 示唆 する 
粒子 の 像 が み ら れ た . (Photo 1). 

TL. 密度 名 配 遠 心 法 に よる 血球 凝集 (HA) RUBE 
結合 (CF) 抗原 の 分 離 の 試み 

1. Sucrose 及び Ficoll 密度 勾配 遠心 法 : 

Sucrose また は Ficoll の 5 422» 55022 € € 5 Sik 
OME ORR 0.4nL3 3 ES LA Ee RE ARLO 
最上 層 に Diflon 113 JV FE v9 4 ov Ad 1 ab RR 
34000rpm MEREL RZ. セル ロー ズ チ ュー ブ の 
管 底 を 窪 刺し 19 滴 ずつ 分 取 し 各 画 分 を 0.01 M Tris 
緩衝 食塩 水 (pH 7.4 ) に 4 ?C, 1 RBA URE, 
HA 及び CF 活性 を 測定 し た . HA 及び CF 活性 は 
JRO SAO aC Ho CHARAN, Diflon 113 処理 
ウイ ルス 液 に 含ま れる HA 及び CF 活性 の み の 部 分 
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(HA) は microtiter 法 を 使用 し た . MERAIH 1 日 
目 の ヒ ナ か ら 心 臓 容 東 に よっ て 採血 し , Dextrose 
—Gelatin— Veronal (DGV) 緩衝 液 に 浮 流 し 5 日 以 
内 に 使用 し , HnEROBRISpH 6.4 (中 山 株 の HA の 至 
適 pH) の "Virus Adjustiug Diluent (VAD) 緩衝 液 
を 用い た. HA は 3537?C, 40 分 間 保 温 後 , 室温 に 放置 
し 判読 し た . 補 体 結合 反応 (CF) は Adenovirus ji 
原 の 研 究 で 行わ れ た Russell, W. C. et al. (1967)O 
方 法 に 従っ て 行っ た . 

電子 顕微鏡 に よる 観察 : 透析 し た 密度 勾配 遠 沈 画 分 
の 1 滴 に マイ クロ グリ ッ ド の 膜 面 を 下 に し 液 面 に 浮か 
せ 15 分 間 放 置 し た . 次 いで グリ ッ ド を 室温 で 乾燥 し 
2 回 水洗 し eB. 2A 焼 タ ング ステ ン 酸 ソー ダ 溶液 

(pH 7.0) 1 滴 の 液 面 上 に の せ 15 分 間 放 置 し た . グ 
リッ ド の 余剰 の 染色 液 を 骸 い 取っ た 後 , 室温 乾燥 し 
日 本 電子 100 B 型 電子 顕微 鏡 で 観察 し た . 
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の 分 画 は 出来 な か っ た . また Sucrose 及び Ficoll 
の 5494, 2095 RO 504 RHOD e 1 m E ES LRERIC 
ウイ ルス 液 1 MER 39000rpm 3 時 間 ま た は 14 時 間 
遠 沈 し て 分 画 を 試み た が 感染 マウ ス 脳 を Ditlon 113 
処理 で 得 た ウイ ルス 液 か ら の HA RU CF 活性 の み 
の 画 分 の 分 離 は 出来 な か っ た . 

2. CsCl 密度 勾配 遠心 法 : 

CsCl jRiEo— 1.4500 1.094 を セル ロー ズ チ ュー ブ 
に 入れ 最 下 層 と し , その 上 に p=1.360 か ら p=1.200 
まで p=0.040 間 隔 で 5 種 の 密度 の 溶液 を 0.5 太 ずつ 重 
層 し た . 最上 層 に 0.8 巡 の Diflon 113498 7 4 7v A 
液 を 重ね 34000rpm 約 14 時 間 遠 沈 し 管 謀 を 究 刺 し て 
10 滴 ずつ 分 取 し た . 各 画 分 は 0.0IM Tris epee Lak 
(pH 8.0) に 4 ?C 1 夜 透 析 し た 後 HA 及び CF を 測 
定 し た . 2 回 の 実験 成績 を まとめ て Fig.l に 示し た . 
HA 及び CF 活性 は p=1.250 画 分 を ピー ク と し , p= 
1.390 及 び p=1.189 に 至る 全 画 分 に 認め られ HA 及び 
CF 活性 域 の 分 離 は 明確 で な か っ た . 従っ て , SOME 
件 の 検討 を 行い , 次 の 方 法 が 実験 目的 に 適する と と が 
判っ た . CsCl 溶液 p=1.450 の 1.0 て 1.5 刀 を セル ロ 
ー ズ チュ ー ブ の 最 下 層 に 入れ p=1.350 及 び p=1.220 
の CsC1 溶液 0.8 巡 また は 0.6 巡 ずつ を 重層 し 最上 層 
に 0.8 巡 また は 09.6 刀 の Diflon 113 処理 ウイ ルス 液 を 
重ね , 39000rpm, Sale. その 際 , Fig. 2a 
(に て 示 す よ うな 沈降 パタ ー ン が 得 ら れ た . BELA L 
19 滴 また は 5 滴 ず つ 分 取 し , 各 画 分 を 0.0IM Tris fX 


日 本 脳炎 ウイ ルス の 


pH 8.0) UCAS: 185891 rA, 
HA 及び CF 活性 と PS 単 層 培養 細胞 を 用 い Plaque 
法 で 感染 性 を 検査 し その 成績 を Fig. 2 に ま a 
= 1.310 及び p- 1.290 DMA IS 低い 値 で は ある か 
HA 活性 の み , また p=1.180 か ら p=1.160 の 画 分 は 
CE 活性 の み を 認め た . し か し , 頻 回 の 実験 で ,p=1.310 
は 上 記 の よう (と HA 活性 の み を 示し た が , p-1.290 
画 分 は 滴 量 に よっ て p=1.280( こ 近い 値 を と る 画 分 と な 
る と と が あり , その よう な 場合 に は 2 な いし 4 倍 と い 
う 低 い 値 の CF 活性 の 混在 を 認め る と pecus 
他方 , p—1.1804: VROH ERO Joc EIC CF 
活性 の み を 示し HA 活性 の 混在 を 認め る と と は な か 
っ た が p=1.199 画 分 に は 低い 値 の HA 活性 を みる と 
と が あっ た . p=1.290 か ら p=1.210 に 至る 各 画 分 は 
HA 及び CF の 両 活性 を 認め , 特に p=1.250 ま た は 
p=1.240 画 分 は 両 反応 と も 最も 高い 値 を 示し た . 感染 
PELE p=1.270 か ら p=1.210 の 画 分 に 豆 っ て 認め られ 
p=1.250 の 画 分 は 最も 高い 感染 価 を 示し , その 値 は 
5.2% 108/mPFU で あっ た . 
HA 及び CF 活性 域 の 分 離 は 上 記 の よう な 境 沈 條 
件 で 一 応 可能 に な っ た が , さら に 明瞭 な 分 別 を 意 企 
て 次 の よう な 実験 を 試み た . 
0001M EDTA を 添加 し た 0.01M Tris Mark 
(pH 8.0) に CsCl を 溶解 し , 所 定 の 密度 の 溶 彼 を 
調製 し , 不 連 続 密度 勾配 遠心 法 を 行う と と に し た . と 
DED, 予め 日 脳 ウ イル ス に 及ぼ す EDTA の 影響 
を 検査 し た . 7.0% 108/0. 2m PFU の ウイ ルス 液 と 
0.001M 及び 0,5M EDTA 加 Tris 緩衝 液 (pH 8.0) 
と を それ ぞ れ 等 量 に 混合 し , 4? C, 3 時 間 及 び 14 時 間 
保 っ た 後 , Plaque 法 で ウイ ルス の 感染 価 を 測定 し 
た . Table 1 に 示さ れる よう に , 0.5M EDTA DHA 
8 時間 後 の 感 染 1 
14 時 間 後 は 6.1x 109/0. ae. と 著しい 減少 を 示し 
7:33, 0.001M EDTA 添加 の 場合 は 特に 3 時 間 後 の 感 
染 価 に は 全く i8 us た . 従っ て , 0.001M 
EDTA E Tris 緩衝 液 (pH 80) (3 CsCl の 溶媒 と し 
"Table 1. Effect of EDTA on infectivity of the 


virus of Nakayama strain. 


Virus titer SEP UE 2m) 


Incubation time 


, 0.05M EDTA , 0. 001M EDTA 


Original 7.0 x 106 2.7 x 103 
3 hours 1.1 x 106 | 2.2 x 103 
14 hours 6.1 x 103 5.2 x 105 


i | 


は 1.1x 106/9.2 PFU T75. 7% 
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て 使用 する と と が 可能 
0.001M EDTA 加 Tris 2% (Hs. 0) 


で ある と 考え られ た . 
に 溶解 


し た CsCl 溶液 p=1.450 の も の 1.5 巡 を セル ロー スチ 


ー ブ に 入れ 最 下 層 と し , 


p=1.220 の 


p テ 1.350 及 び 


も の 0.6 ぁ ずつ を 重層 し , Diflon 113 処理 ウイ ルス 液 


0.6m£ は 重ね て 39500rPm, 


3 時 間 遼 沈 し た . 数 回 の 


実験 の うち ,。 ウイ ルス 液 を 違え て 行っ た 実験 を Fig 3 


CF and HA titer 


1 
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ig A 


及び Fig 4 に 示し た . 両 実験 と も HA 活性 は ゅ =1.310 
か ら p=1.210 の 画 分 に , CF 活性 は ゥ = 1-270255 p= 
1.160 の 画 分 に 真っ て 認め られ た . また , p=1.510 及 


Up=1 
ある が 
画 分 は 


.290 画 分 は 4 倍 な いし 32 倍 と 比較 的 低い 値 で は 
HA 活性 の み , p= テ 1.190 か ら p= テ 1.160 に 至る 


CF 活性 の み を 認め , HA 及び CF 活性 域 の 


分 離 が 極め て 良好 に な っ た こと と が 注目 され る . 
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TI. 日 脳 ウ イル ス の HA 及び CF 活性 に 対す る 加熱 
の 影響 と 加熱 ウイ ルス 液 の 家 度 勾配 遠心 法 
Diflon 113 処理 サイ ルス 液 を 49°C か ら 69?C ま で 


5°C 


Os BEES C CALE dv 5 APSA LIB Bick 


Litt HA 及び CF 活性 を 測定 し た . 成 績 は Fig 5 
に 示さ れる よう に 45?C, 5 分間 の 加熱 で HA 活性 は 


完全 1 


と 失わ れる が , CF 活性 は 69?C, 5 分間 の 加熱 


で も な お 抗原 性 の 失 活 は 認め られ な か っ た . 

0.01M Tris 緩衝 液 て pH8.0) に 溶解 し た CsCl 溶 
液 1.5422 を セル ロー スチ ュー ブ の 最 下 層 に お き , p= 
1.359 及 び p テ 1.290 の CsC1 溶液 9.8 巡 ずつ を 重層 し 


最 上 
重ね 


周 に 45°C, 5 分 間 加 熱し た ウイ ルス 液 0. bë 
39099rpm, 3 時 間 境 沈 し た . 沈降 パタ ー ン は 


Fig.6 に 示さ れる よう に p=1.260 か ら p— 1.17000 18 
分 に 真っ て CF 活性 を 認め , p=1.180 画 分 は 最も 高 
い 値 を 示し た . p=1.319 か ら p-1.2801c 至る 画 分 に 


は CF 活性 は 認め られ ず , 加熱 不 活化 の た め HA 活性 


も 勿論 示さ れ な か っ た . 
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Fig.6 Sedimentation pattern of heated 
virus of Nakayama strain after cen- 
trifugation in CsCl density gradient 

o—o CF 


IV. 密度 勾配 遠心 画 分 の 電子 顕微 鏡 ( 電 顕 ) に よる 観 
察 と 日 脳 ウ イル ス の 基本 構造 

Fig. 2 に 示さ れ た 沈降 パタ ー ン の うち ,p=1.310, 
P= 1.1290, P=1.250 及び p=1. 19 の 各 画 分 に つい て 
行っ た 電 顕 像 の 再現 性 を 確認 する た め 超 遠心 試料 を 変 
えて 頻 回 に 実験 を 行い , 連続 Focus に よっ て 得 た 像 
か ら 慎 重 に 写真 判定 を 行う こと に 留意 し た 

P=1.290 及び p=1, 280 Ha OR RV TAT VER 
(PTA) 陰性 染色 所 見 を Photo. 2 及び Photo. 3 に 示し 

た . 検 鏡 視 野 の 中 に 稀 に 経 約 45mz の 松子 が 混在 し て 
いた . p= テ 1.280 の 画 分 の 中 の 粒子 の 混在 は ゥ =1.290 画 
分 より 多い よう に 考え られ た . と れ ら の 混在 し て いる 
粒子 の 内 部 は density の 低い 物質 か ら 形 成 さ れ て い 
る の に 反し て , 辺 縁 は 一 定 の 構造 に よっ て 形成 され て 
いる envelope (Photo. 3 矢印) を 示唆 する 像 が み ら 
れる . 多く の 混在 小粒 子 は この envelope が 崩壊 し て 
生じ た 像 と 考え られ る . Photo.2 及び Photo.3 の 電 
IRET p=1.290 及び p=1.289 画 分 が HA 活性 
の み を 示す と と は 既に 述べ た 通り で ある が , HA 活性 
は と れ ら の 形態 学 的 小粒 子 が 保持 し て いる も の と 推 
定 さ れる . Photo.4 は p—1.250 画 分 , Photo.5 は 
p=1.240 IBID ER CAS 2. 両 画 分 と も HA 及び 
CF 活性 が 高い . Photo.4 に は 径 約 40mg OF 
全 粒 子 の ほか envelope OfgWbE GRE ZERO 
envelope 由来 の 小粒 子 の 医 集 (Photo.4 矢印 ) を 
示唆 する 像 が し ば し ば 認め られ た . Photo.5 の 所 
見 も は ほ ば 同様 で あっ た が , 特に 簿 子 の 破壊 を 思わ せ 
る 像 は p=1.250 画 分 の 場合 より 多い よう に 思わ れ 


た . 完全 粒子 の 大 き さ は p=1.250 画 分 の 場合 と 同じ 
く 径 約 40mz で ある が , 解離 を 示唆 する 粒子 は ma 
或いは それ を 越 そ る も の も 認め られ た . Photo.5 に は 
envelope の 解離 を 示唆 する 人 矯 (矢印 A) や density 
の や や 低い 中 心 部 の 構成 物 が envelope と 明か に と 区 別 
され る 像 と し て し ば し ば み ら れ る (矢印 B). p=1.190 
MooR Photo.6 GHA, と の 画 分 は 小粒 子 
の 凝集 が 主 な 像 で も あっ た が , envelope の 解離 を 思 
わせ る 粒子 が 混在 し て いる 視野 を 稀 に 認め た . し か し , 
p=1.190 よ り 軽 い p=1.160 画 分 に は 粒子 の 混在 は ほ 
と ん ど 認 ぬら れ な か っ た . と れ ら の 小粒 子 は Photo.2 
及び Photo.3 に み ら れ た よう に HA 活性 を 示す p= 
1.310 及 び p=1.290 画 分 の 小粒 子 ほ ど 凝 集 の 傾向 は 著 
し く な い . 既に 述べ た よう に , p=1.190 及 び p=1.160 
画 分 が CF 活性 の み を 示す と と か ら , 本 画 分 に み ら れ 
る 小粒 子 は CF 活性 を 有 し て いる も の と 推定 する と と 
が 出来 る . 
Photo.7 は p=1.260 画 分 の 2% PTA 及び 1 BRM 
ウゥ ラニ ー ル 二 電 染色 所 見 で ある . 矢印 A は 完全 粒子 と 孝 
えら れ そ の 大 き さ は 35mz で ある . 矢印 は 一 定 の 構 
造 単位 の 配列 を 思わ せる envelope を 示し , 矢印 て は 
それ が 凝集 し た 像 で あっ て , 繊細 な 納 目 構 進 を 推定 す 
る と と が 可能 で ある . 粒子 の 中 心 部 は envelope より 
や や density の 低い 一 定 の 構造 を も つと 考え られ る 
nucleocapsid が 明確 な 像 と し て と ら え られ て いる 
(RAID), 

V. Block test の 試み と block (PARE 
の 推定 

1. Plaque 減少 法 に よる 中 和 試 験 

Diflon113 処理 ウイ ルス 液 と その 免疫 血清 を 用 いて 
行っ た plaque 減少 法 に よる 中 和 試 験 の 成績 は Table 
2 で ある . と の 場合 , 使用 し た ウイ ルス 量 は 1.2x 104 
/ü.2m| PFU で ある . Plaque 減少 率 50701 E 
指 林 と する と 免疫 血清 の 抗体 価 は 2560 倍 で ある が 
Plaque 減少 率 80 少 以上 を 指標 と する と 1280 倍 で ある . 


2. Block test の 試み 


AVI RO pru Oo dam BUG OO 3 CR RU OO UA 
の 有無 を , その 中 和 和 反応 系 に 更に 一 定量 の 活性 ウイ ル 
ス を 加え Plaque 減少 の 有無 で 判定 し よう と し た も 
の で ある . 

HKD block の た め に 用 いた 抗原 と 指示 ウイ ルス 
(seed virus) と が 共に 1.25x 104/9.2 PFU の 場合 
の 成績 は Table 3 で ある . 抗 血 消 の 稀 根 が 1600150 
場合 で は な お 完全 に 抗体 の block が な され ず 余 剰 の 


108 frt] 


Table 2. Neutralization test of homologous 
antiserum and antigen of Nakayam strain. 


Number of 


: : Average 
Antiserum and Virus rd id number 
Buffer + Seed virus 54, 46 50 
Antiserum dilution 

1: 160 0, 0 0 
1 320 1, 0 1 
1: 640 1, 2 2 
1: 1280 2, 0 1 
1 2560 22, 21 22 
1 5120 39, 69 54 
1 : 10240 45, 71 58 


Seed virus was used at the titer of 
1. 2x 104/0, 2ml PFU. 


抗体 の た め seed virus こよ っ て 生ずる plaque (37$ 
お 78.52 の 減少 を 示し て いる . し か し , 2400 倍 稀釈 
で は は ほぼ ば 充分 に 抗体 の block が 行わ れ (中 和 の 平衡 ) 
seed virus の plaque 数 は も と の 数 に 近い 値 を 示し 
た . 即ち , block 抗原 と し て 1.25x 104/0. 2m PFU 
ウイ ルス 液 を 用 いる 限り 供 試 血潮 の 中 和 抗 体 価 は 2400 
倍 を 示し , 前 項 の plaque 減少 法 に よる 中 和 抗 体 価 
と は ほぼ ば 同じ 値 で ある . 


Table 3. Block test of antiserum against 
Nakayama Strain with homologous antigen. 
Number of Average 
Antiserum and Virus plaques per 
a bottle umber 

Buffer+ Buffer + 2690. TM i|- 334 
Seed , Seed s > 
Buffer + o ec pus 75, 70 | 73 

i 

| 

Antiserum , Block ) 
(agen antigen 
, Seed Seed 

eb 300 + virus? virus 0, : 9 
(1: 400+ » J+ ヶ 1, 0 1 
(1: 600+ » J+ x 0, 0 0 
(1: 800+ » J+ ヶ 1, 0 1 
(1 : 1200+ » J+ 7 2, 1 2 
C1 : 1600+ » 29 ヶ 9, 6 8 
(1: 2400+ 5» J+ ヶ 41, 36 39 
(1: 48004 » 54 7 45, 58 51 
(1:96004- » J+ ヶ 57, 59 59 


Block antigen and seed virus were used at 
the titer of 1.25 X 104/ 0. 2ml1 PFU. 


四 


他方 , 上 記 と 同じ block test RT, 1.6x108/0.2 
mt PFU の ウイ ルス 量 を block 抗原 と し た 場合 , 前 
項 の 成績 と 多少 の ずれ が 認め られ た . 成績 は Table 4 
TAR され る よう に 。 抗 血清 の 400 倍 稀釈 で は な お 余剰 
の 抗体 の た め seed virus は 中 和 さ れ , その plaque: 
数 は 平均 6 個 し か 出現 し な か っ た . し か し , 600 f FR 
で は 抗体 の block は ほ ば 充分 に 行わ れ , 従っ て seed 
virus の plaque 形成 は も と の plaque 数 に 近い 値 を 
示し た . 1200f8$63XCià block 抗原 と し て 用 いた 活 
性 ウイ ルス も 加わ っ て plaque JE Xii seed virus 
plaque 数 を は る か に 越え て 出現 し た . 


Table 4. 


Nakayama strain with homologous antigen. 


Block test of antiserum against 


Number of A g 
Antiserum and Virus plaques per Pea 
a bottle | Umber 
Seed | 
Buffer + Buffer + irus 43, 46 45 
Antiserum 
dilution 
: Seed 
(1 ・ 200+ Buffer )+ vieus O, 0 Q 
て 1 : 4004+ ヶ +z O, 0 0 
n Block Seed 
Sis 20 T. atiuen- “winds 1, 9 9 
C1 : 300+ ^ y+ 4 l, 3 2 
(1: 4004+- » y+ 4 3; 9 6 
(1:6004- 4 ^r v | 45, 57 51 
C1 :1200+ 47 J+ ~ 72, 83 78 


Block antigen and seed virus were used at 
the titer of 1.6 X 108/0.2ml and 1.2 X 
101/0. 2m1 PFU respectively. 


以上 の 所 見 か ら , TMAOMRROPKDO block 
iC flv 2 sus oi Eel v4a4vxu MB Tad, 
DUS HP AT URTRUE © ir ODAT MRE TS EI JA 
し 得る 可能 性 が 考え られ た . 

3. 加熱 ウイ ルス を block 抗原 と し た block test 

Diflon 113 処理 ウイ ルス 液 3.6 x 108/0, 2g PFU の . 
も の を 50°C, 10 分 及び 30 分 , 60°C, 10 分 加熱 し 直 ち 
に 水冷 し て block 抗原 と し た 一 方 , 生 残 ウ イル ス を - 
plaque 法 で 測定 し た . 59°C, 10 分 加熱 後 の 生 残 ウ イ 
ルス は 2. 5x 10/0. 284 PFU, 50°C, 30 分 で は 2.0x102 
/0.2m PFU で あっ た が , 69?C, 10 分 加熱 試料 で は 
plaque の 出現 を 認め な か っ た .block test の 実験 系 
は 抗 血清 の 稀釈 液 と block 抗原 (加熱 ウイ ルス ) と 
を 作用 させ た 後 1.24x104/0.2 ぁ PFU の seed virus. 
を 加え 一 定時 間 後 , その 混 液 を 10-* 稀 駅 し て その 0.2 


mic PS 細胞 単 層 培 養 に 接種 し plaqgue 法 を 行っ た . 
と の 際 50?C, 10 分 加熱 の 場合 , 抗体 の block に 使わ 
れ た 生 残 ウイ ルス 以外 の 余剰 の ウイ ルス と seed virus 
と の plaque 数 の 和 と し て 得 ら れる が , 50°C, 30 分 加熱 

ウイ ルス 液 に 含ま れる 生 残 ウイ ルス 2.5x 102/0.2m 
PFU は 10-3 稀釈 され る た め 成 績 の 判定 に 実際 上 は ほ と 
ん ど 支 謙 が な い . また , Table 4 で 明か な よう だ 1.6x 
108/9. 2m PFU の ウイ ルス 液 を block 抗原 と し て 使 
用 する 限り 抗 血清 の 600 倍 稀釈 で block 抗原 に よる 
抗体 の bloc を (中 和 ) は 平 衝 関 係 を 未 し た の で , 3.6x 
108/0. 2m PFU の ウイ ルス 量 を block 抗原 と し て 
使用 する 本 項 の 実験 で は , 抗 血清 の 稀釈 は 300 倍 , 400 
倍 及 び 600 倍 の も の を 使用 する と と に し た . 

50“C,。10 分 加熱 ウイ ルス を block 抗原 と し た 場合 , 
抗 血 清 の 300 倍 稀 駅 で は 抗体 余剰 の た め seed virus は 


Table 5. Block test of antiserum with 
homologous heated virus of Nakayama Strain. 


Number of! | Average 
Antiserum and Virus plaques per | 
a bottle number 
Buffer + Buffer +See 43, 55 | 49 
Seeb , Seed " Z 
Buffer + Just virus | 72, 102 87 
Antiserum : 
dilution : 
| 
Seed 
(1 : 300+ Buffer ; 4-7. 0, 0 0 
; 4 "virus 
C1 : 400+ ^" y+ ^" ; O, 0 
C1: 6004+ ^» J+ z 0, 
Seed 5 
ra . BT 
Cl : 300+H10/50)+ virus 8, 5 7 
(1:4004- »^ う 十 ヶ 38, 35 37 
C1 : 600+ » `+ ヶ 48, 50 49 
E Seed | 4 
(1l: 5004-H30/500-- virus 3, 2 3 
C1 : 400+ ^ DE o 16, 15 16 
Ci : 600+ ^» 25» 32, 24 28 
; 、」 Seed | | 
(1: 300--H10/60)3- の | 2, 0 1 
Ci : 400+ ^ y+ 々 1, Q | 1 
C1: 600+ ヶ y+ ヶ 2, 0 | H 


H10/50, H30/50 and H10/60 mean heated viruses 
at 50°C and 60°C for 10 or 30 minutes. The plaque 
forming units (PFU) of original virus was given 
3.6 X 105/0, 2m1. The survival viruses were calcu- 
lated 2. 5X 104/0. 2ml and 2.0x102/0.2 ml PFU 
after heated at 50°C for 10 and 30 minutes respe- 
ctively and no virus at 60°C for10 minutes. Seed 
virus was used at titer of 1.25 X 101/0.2 mi PFU. 
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ほとん ど 中 和 さ れ 平均 THO plaque し か 出現 し な 
か っ た . 409 倍 及 び 600 (E RETRO ES seed virus の 
plaque 数 は 平均 37 及 び 49 を 示し ,50°C,10 分 加熱 ウイ 
ルス に よっ て 可 導 或いは ほぼ 完全 に 抗体 の block が 行 
われ た . 50°C, 39 分 加熱 ウイ ルス の 場合 , 800 倍 稀 釈 血 
清 で は 余剰 の 抗体 の た め seed virus は ほ ば 完全 に 中 和 
され た が 400 倍 及び 690 倍 稀 息 で は 加熱 ウイ ルス に よる 
抗体 の block は や や 低下 し , seed virus は な お 余剰 の 
抗体 の 1 され Plaque は 16 及 び 28 個 を 形成 し た . 
と これ ら の 成績 に は 50°C, 19 分 及び 30 分 加熱 後 の 生 残 
ueris 2.5% 104/0. 224 O32. 0x 102/0. 2m 
PFU 存在 し て いる と と を 考慮 する 必要 が あろ う .60"C, 
10 分 加熱 ウイ ルス の 場合 , 加熱 ウイ ルス に よる 抗体 の 
block 能 は ほとんど 失わ れ 400 倍 及び 600 倍 稀釈 血清 
る 余剰 の 抗体 の た め seed virus で は ほとん ど 完 全 
に 中 和 さ れ plaque 形成 は 平均 1 個 を 示し た に すぎ 
な か っ た . いずれ に し て も , 加熱 の 程度 が 進む と つれ 
C, 抗体 を block する 人 性質 が 失わ れる こと こと は 明か で 
ある が 50°C, 30 分 加熱 ウイ ルス に よる block 能 の 低 
下 及 び 69°C, 19 分 加熱 ウイ ルス に よる block 能 の 失 活 
it, block ICHAT DSTA EY TAA CH FO 
a E 性 の 構成 成分 で ある と を 推定 する と と が 出来 る 
密度 勾配 遠 沈 画 分 に よる block test 

He 3 に 示し た 密度 勾配 遠 沈 画 分 の うち , No. 16, 
17 画 分 (p—1.315 p=1.300), No. 20,21 画 分 (p= 
1.250, p= 1.249), No. 22,23 画 分 (p—1.220, p= 
1. 2100 及び No.26, 27 画 分 Cp=1.170,p=1.160) を 用 い 
て block test を 行っ た . と の 際 , 画 分 中 の 抗原 量 が 予 
想 以上 に 少 い こと が 考え られ た の で 抗 血 清 の 稀釈 度 を 
著しく 高く し , 抗原 に よる 抗体 の block の 動態 を 細 
か く 把 握 す る こと に 支 め た . 成 績 は Table 6 に 掲げ た . 
対照 で 行っ た 抗 血清 , 緩衝 液 , seedvirus の 系 の 中 和 
は 抗体 量 の 不足 の た め 中 和 だ が 不 充分 で seed virus の 
plaque 数 は な お , も と の 数 の 25.0% が 形成 され た の 
で これ を 参照 し て 以下 の 成績 を 吟味 する 必要 が あっ 
7. No.16, 17 画 分 は HA 活性 の み の 画 分 で ある . 本 
抗原 に よる block test で は seed virus の plaque 数 が 
44.296 出 現し て いる の で 撤 体 の block を 一 応 認 め る 
と と が 出来 る が , 勿論 充分 で は な い . これ は , No., 16 
19 画 分 の HA 価 は 低く 従っ て 本 画 分 に 含ま れる 抗原 
ud いた め て と 考え られ る . No.20, 21 画 分 は 完全 粒 
子 を 含む 画 分 で ある . 本 抗原 に よる 抗体 の block は 最 
pL. に 行わ れ block 後 の seed virus の plaque 
は も と の plaque 数 に は と ん ど ご 近い 値 で plaque 形 
成 は 96.122 を 示し た . 他方 , No.22, 23 画 分 は No.20, 
QUIS) CLV LS) THC, 完全 粒子 を も 多く 含ん で 
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Table $. 
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Block test of antiserum against JE virus of Nakayama strain with sedimented 


fractions of homologous antigen in CsCl density gradient. 


: ・ Number of plaques > Percent of plaque 
Antiserum and antigen per a bottle Average number formation (%) 
Seed 

Buffer+ Buffer + irus 53, 51 52 

uum Block 
dilution antigen 
: Seed 

(1: 5120+ Buffer) + pirus 11, 14 13 25.0 
(1: ^» +¥r.16,17)+ ^» 21, 24 23 44. 2 
C ^ | -Er.20,2154 ^ 46, . 56 51 96.1 
C ヶ +Fr.22,23)4+ ヶ 18, 13 16 30.0 
C ^. -Fr.26,27)4 ヶ 13, 15 14 26.9 | 


Fractios No.22 and 23 were heated at 56°C for ]) minutes. 


いる と と は 勿論 で ある . 本 抗原 を 56?C, 10 分 加熱 す 
る と block 能 は 全く 和 失わ れ plaque 形成 は も と の 
plaque 出現 数 の 30% を 示し , 上記 の 対照 と 同率 に 近い . 
No.26, 27 画 分 は CF 活性 の み の 画 分 で ある が , 

本 抗原 を 使用 し た block test の 系 で は , seed virus 
の plaque 形成 率 は 26.9% を 示し , WE ARA 

本 抗原 に よる 抗体 の block は 認め られ な い . と の 際 , 
No, 26, 29 画 分 の CF 価 は 完全 粒子 を 含む No. 20, 21 


考 


日 脳 ウ イル ス 粒 子 の 基礎 的 研究 は 多く の 人 々 に よっ 
て 行わ れ て きた が , 粒子 の 基本 構造 や 構成 成分 の 機能 
特に 中 和 抗 原 と の 関連 や HA 及び CF 抗原 の 分 離 な 
ど に つい て は な お 明確 な 所 見 の 提示 を 欠い で いる . 

日 脳 ウ イル ス 和 粒子 の 大 き さ に つい て , X (1967) に 
よれ ば , CsCl 密度 勾配 遠心 法 で 精製 し た 試料 の 中 の 
粒子 は 40 て 45mz で ある が , PS 細胞 内 増殖 の 粒子 は 超 
薄 切 庁 に よる と 58m み で ある と いい , 前 者 が シャ ドウ 
効果 に よる も の と 述べ て いる . Kitaoka, M. and 
Nishimura, C. (1964), Nishimura, C. and Kitaoka, 
M. (1965), Nishimura, C., Nomura, M. and Kitaoka, 
M. (1960, は 感染 マウ ス 脳 か ら 抽 出 , 精製 し た 粒子 
は 40mzg 内 外 で あっ た と いう . 著者 は 感染 マウ ス 脳 か 
D Diflon 113 処理 で 部 分 精製 し CsCl 密度 勾配 遠心 法 
で 得 た 画 分 中 の 粒子 が 40 て 45m で ある と と を 認め た . 

日 脳 ウ イル ス の 陰性 染色 所 見 は Nishimura, C. and 
Kitaoka, M.(1964) に よっ て 示さ れ , 粒子 の 外層 に 
projection 様 の 構造 が ある の を 指摘 し て いる が , その 
電 顕 写真 に 関す る 限り 基本 構造 は 明か で な い . 著者 は 
PTA 染色 , PTA 及び Uranil 二 電 染色 及び Uranil 


画 分 と ほとん ど 同 じ 値 を 示し て いる の で , 本 項 の 実験 
に 使用 し た 抗 血 清 5120 倍 稀釈 液 に 含ま れる 抗体 に 対し 
て No, 26, 27 画 分 の 抗原 量 が 少 い と は 到底 考え られ 
TEU, 

以上 の 結果 か ら HA 活性 画 分 は 抗体 を block し 得 
る 抗原 で ある と と , 印 ち 中 和 に あず か る 抗原 で ある と 
c, また CF 活性 画 分 に は その 作用 が な いと と を 推 
定 す る と と が 出来 た . 


Et 


染色 の 3 種 の 方 法 の うち 特に PTA 及び Uranil 二 重 
梁 色 で envelope 及び nucleocapsid の 像 を 明確 に し 
得 た (Photo.7). 日 脳 ウ イル ス の と の よう な 構造 は 
Horzineck, M. and Mussgay, M. (1969) に よる シン 
ド ビ ス ウイ ルス , 及び Smith, T.J., Brandt, W.E. 
et al (1970) に よる デン グ 熱 ウイ ルス の envelope X 
び nucleocapsid の 構造 の 推定 所 見 と 同じ で ある . 
著者 は CsCl 不 連 続 密度 勾配 遠心 法 で 59000 rpm, 
SMO se CS Fig.2 に 示す よう に , HA 及び CF 画 
分 の 分 離 に 一 応 の 見 透 し が 得 ら れ た の で , 更 ら に 両 画 
分 の 分 離 を 効果 的 に する た め 0.001M EDTA を CsCl 
溶液 に 添加 し 密度 勾配 遠心 法 を 行っ た . 本 法 で Fig.3 
及び Fig, 4 に 示し た よう に 両 画 分 の 分 離 は 極め て 人 確 
実 な 再現 性 を 示し , か つ 一 層 明 瞭 な 分 離 を 行う こと が 
出来 た . と の 際 , 使用 し た EDTA OBR CEN 
観察 及び 感染 性 の 測定 成績 か ら 粒 子 に 与え る 影響 は ほ 
と ん ど な い と 考え られ た . 以上 の よう に , 感染 マウ ス 脳 
を 出発 材料 と し Diflon 113 処 理 で 得 た ウイ ルス 液 は , 
アセ トン , アル コー ル 沈 淫 法 及び 硫酸 プロ タ ミ ン 処理 
法 に 比 し て , 粒子 の 解離 は や や 強い よう に 思わ れ た が 。 
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od o SW は 有用 
な 試料 で ある と えら れ た . 
AM 
ス に 関す る 限り 他 に 見 当ら な い が , CF 画 分 の 分 離 は 
Fy PBR AM AICTLVT Smith, T. J., Brandt, W. 
E.et al.(1970) に よっ て な され て いる . 氏 等 は 感染 
マウ ゥ ウス 脳 を 出発 材料 と し 硫酸 プロ タ ミ ン 処理 法 で 精 
和製 し た ウイ ルス 液 を sucrose 及び CsCl 密度 勾配 境 
心 法 で 分 画 し , HA 及び CF 活性 を 示す 2 つの peak 
の ほか , HA 能 を 欠く CF 画 分 が 最上 層 に 認め られ , 
と れ を Soluble CF antigen と 呼ん だ 、 と の 所 見 は 
著者 の 成績 と 板 め て 類似 し て いる こと が 指摘 され る 
他方 , 日 diio V AT OMDRURA RERO 
関連 に つい て は 多く の 研究 に も か か わら ず 革 確 に 論 及 
され た 次 料 に 乏しい の が 現状 で ある . Envelope を も 
5, lipid に 富む RNA 型 ウ ィ ル ス と し て の 日 脳 ウ イル 
ス は 形態 学 的 Blk M UE 
の イン フル エン ザウ イル ス の 形態 学 と その 機能 の 
メー ジ と 関連 し て 想定 され て いる p 


結 


Diflon 113 処理 粗 ウ イル ス 液 は ウイ ルス 要 子 の 強い 
PEZE 5 う が HA 及 び CF 活 性 の 保持 が 他 の 抽出 抗原 に 
比べ て すぐ れ て お りら り , 他方 , 両 抗原 活性 域 を 容 品 に 分 
画 出 来る 試料 で ある と と を 確認 し た . また , 0.000 M 
EDTA jj CsCl 溶液 を 用 いる 密度 勾配 遠心 法 で 容 狐 
に HA 及び CF 活性 分 画 が 出来 る 方 法 を 考案 し た . 
粗製 ウイ ルス の 陰性 染色 試料 の 電 顕 像 か ら , 日 脳 ウイ 


参 T 


(1) Bose, H.R and Sagik, B.P : Immunological 
activity associated with the nucleocapsid and 
components of an arbovirus. J, Virol, 5 : 410 
- 412, 1970. 

(2) 5 BA AME 40v ADOT SURI 
究 , 神経 研究 の 進歩 11 C) : 235 - 242, 1967- 

(3) Horiznck, M.and Mussgay, M.:Studies on 


the nucleocapsid struture of a group À arbovirus 
J. Virol., 4:514 - 520, 1969. 

(4) Kitaoka, M.and Nishimura, C.: Infectious, 
hemagglutinating and complement fixing 
components in suckling mouse brains infected 
with Japanese encephalitis virus: Jap. J. Med. 
Sci. Biol., 18 : 177 - 187, 1965. 

(5) Nishimura, C. and Kitaoka, M.: Purification 


な い . 他方 , RE ICR SES 
vases oid M UN M 
義 を も っ て いる も の と 考え る . CIVLEBGAICAWOT 
通常 の 中 和 反 応 の 術 式 を 改め , block test を 試み た . 
本 法 は 抗体 量 も 抗原 量 も 注意 深く 規制 し て 行う 限り 
店 和 の 動態 を よく 把握 出来 る こと が 特徴 で ある . E 
に よっ て 日 脳 ウ イル ス の 中 和 に あず か る 抗原 が 極め て 
易 熱 性 の も の で あり , 恐 らく は 表 存 性 抗原 で ある こと 
が 先ず 推定 され た . また , CsCl ELAR BIT IC 
よる block test の 所 見 か ら CF Perec (SAE AS 

な く HA 活性 域 に その 作用 が ある と と が 示さ れ た . c 
れ ら の 一 連 の 成績 は 粒子 の 構成 成分 の うち 表 存 性 の 
2 | 0 区 義 づ けが 可能 で ある 

同様 の 所 見 は シン ド ビ ス ウイ ルス に つ っ いて 実験 し た 
Bose, H. R. and pun B. P. (1970) Z ko TH 
eee envelope が 最も 効率 的 で 
は その 作用 が ほとん ど な いと と を 示 


component 


+ 
va 


nucleocapsid [: 


し て いる 


nil 


ルス は envelope 及び nucleocapsid に よっ て 構成 さ 
れ て いる も の と 推定 し た . 加熱 ウイ ルス 及び 密度 勾配 
ce (と よる 抗体 の block test の 結果 , envelope 
に 不安 定 な 中 和 抗 原 性 を 認め , nucleocapsid に 
e cg と が 出来 た . 
稿 を 終る に あたり , 本 研究 に 関し 終始 御 指導 を 符 
斬 校 開 を いた だ いた 本 薫 教 授 に 深 基 の 謝意 を 表し ます . 


x S 


of Japanese encephalitis virus and its antigenic 
particles from infected suckling mouse brains 
Jap.J. Med. Sei Biol., 17 : 295 - 305, 1964. 

(6) Nishimura, C.,Nomura, M. and Kitaoka, 
M.: Comparative Studies on the structure aud 
properties of two selected strains of Japanese 
encephaitis virus. Jap. J. Med. Sci. Biol. 21:1 
-10, 1988. 

7) Smith, T. J. , Brandt, W. E.,Swanson, j. 
L.,McCown, J. M. and Buescher, E.L. : 
Physical and Biological properties of dengue 2 
virus and associated antigens. J. Virol., 5 : 
524 - 532, 1970. 

(8) 5RR: TAINS vo M 2v AD fi ERRETE SUIT A 
ぼ す Tween 80 の 影響 : Ai DE, 12:22-37, 1970. 


| "id 六 四 


4 


Fig. 2a CsCl desity gradient of JE virus of Nakayama strain. 


Photo 1. Partially purified virus extracted from infected suckling mouse brains with 
Diflon 113 and negatively stained with 2 2 PTA. Magnification 100,000 X 
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Photo 2. Fraction No. 7 (p=1.290) of Fig. 2 stained with 2 % PTA. 
Magnification 100,000 X 


Photo 3. Fraction No. 8 (p=1.280) of Fig. 2 stained with 2 % PTA, 
Magnification 100 000 X 


Photo 4. Fraction No. 10 (p=1.250) of Fig.2 stained with 2 % PTA. 
Magnification 100,000 X 


Photo 5. Fraction No, 11 (p=1.240) of Fig. 2 stained with 2 % PTA. 
Magnification 100,000 X 
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Photo 6. Fraction No. 14 (p— 1. 190) of Fig. 2 stained with 2% PTA. 
Magnification 100,000 X 


a d E Ws 100mp — 
Photo 7. Virus particles in Fraction No. 9 (p —1.260) Of Fig. 2 double 


-negatively stained with 2% PTA and 1% uranil acetate. 
Magnification 200,000 X 


